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RESUMEN
Se realizó la caracterización de la diversidad genética de la población de Rhinoclemmys nasuta, que habita en la localidad insular 
de Isla Palma, Bahía Málaga (Valle del Cauca), utilizando tres sistemas de microsatélites (Cm72, Cm58 y Cm3). En esta 
localidad, R. nasuta se encuentra ampliamente distribuida en los sistemas de riachuelos y quebradas presentes. Se tomaron 
entre 100 a 200 µL de sangre periférica de diez tortugas en cinco riachuelos, preservando las muestras en una solución 
0,5 M de EDTA y el ADN fue extraído mediante las técnicas de Salting-out y Chelex. Los productos amplificados por PCR 
fueron visualizados y medidos en geles de poliacrilamida teñidos con nitrato de plata. Se obtuvieron productos amplificados 
exitosos para todos los sistemas analizados, dos de los cuales (Cm72 y Cm3) resultaron ser monomórficos, mientras que el 
sistema Cm58 presentó un PIC alto (0,698) permitiendo estimar la diversidad genética de esta población. La heterocigosidad 
observada fue baja (Ho = 0,26) y los índices de endogamia FIS y FIT fueron altos (0,67857 y 0,67881), indicando un exceso 
de homocigotos en cada uno de los ríos y para la población total. El Análisis Molecular de Varianza sugirió que no existe 
estructura genética diferencial en esta población (FST = 0,00075; p = 0,95112). En conclusión los resultados sugieren que la 
diversidad genética de la población de R. nasuta en Isla Palma es baja, siendo una población altamente endogámica
Palabras clave: Chocó Biogeográfico, Colombia, conservación, Neotrópico, tortugas, tortuga río Chocoana.
ABSTRACT
Characterization of the genetic diversity of Rhinoclemmys nasuta population inhabits Isla Palma (Malaga Bay, Valle del Cauca) 
was carried out using three microsatellite systems (Cm72 , Cm58 and Cm3). In this locality, individuals of R. nasuta are widely 
distributed in the inland streams and creeks system. 100 to 200 mL of peripheral blood was taken off from ten turtles in five 
streams of the island, preserving samples in a 0.5 M EDTA. DNA was extracted using Salting-out and Chelex solution techniques. 
PCR amplified products were visualized and measured in polyacrylamide gels stained with silver nitrate. Successful amplification 
products were obtained for all systems analyzed, two of which (Cm72 and Cm3) were found to be monomorphic, while the 
system Cm58 had a high PIC (0.698) allowing to estimate the genetic diversity of this population. The observed heterozygosity 
CASTILLO-CUTIVA LA, GIRALDO A, BARRETO G.
514 -   Acta biol. Colomb., 19(3):513-519, septiembre - diciembre de 2014
was low (Ho = 0.26) and inbreeding indices FIS and FIT 
were high (0.67857 and 0.67881), indicating an excess of 
homozygotes in each of the rivers and for the all population. 
The molecular analysis of variance suggested that there is 
no difference in genetic structure of the population (FST = 
0.00075, p= 0.95112). Therefore, the results suggest that the 
genetic diversity of R. nasuta population in Isla Palma was low 
and exhibited a highly inbred index.
Keywords Chocó, Colombia, conservation, large-nosed 
wood turtle, Neotropical turtles, turtles.
Un elemento clave para la viabilidad temporal de las 
poblaciones es la cantidad de individuos que las componen. 
Cuando el tamaño de la población es relativamente bajo 
se produce una homogenización que conduce a niveles 
altos de endogamia (Gilpin y Soulé, 1986; Hunter y 
Gibss, 2006; Pierce, 2010). Bajo estas condiciones, se 
tiende a reducir drásticamente la diversidad genética y se 
incrementa notablemente la probabilidad de que algunos 
factores genéticos conlleven a una extinción local (Alledorf 
et al., 2012). Esta variabilidad genética es el resultado de 
una evolución particular, única e irrepetible, y al ser baja, 
favorece la aparición de nuevas enfermedades, afectando 
incluso el éxito reproductivo o la capacidad de la población 
para adaptarse a otras condiciones ambientales (Toledo, 
1994; Schneider et al., 1998; Fagan y Holmes, 2006).
En el 2002 la UICN (Unión Internacional para la 
Conservación de la Naturaleza) evaluó 32 taxa de tortugas 
continentales en Colombia, encontrando que 19 están en 
alto riesgo de desaparecer (Rueda et al., 2002). Sin embargo, 
el conocimiento necesario para establecer estrategias 
adecuadas de protección aún es escaso, debido a la carencia 
de información básica relevante de cada especie (Páez et al., 
2012). Esta deficiencia es aún más relevante cuando se trata 
de especies endémicas o de distribución reducida, como es 
el caso de Rhinoclemmys nasuta, ya que requieren estrategias 
de conservación aún más sólidas (Mittermeier et al., 1992).
En los últimos años el conocimiento generado sobre 
los aspectos biológicos y ecológicos de R. nasuta se ha 
incrementado significativamente (Carr y Giraldo, 2009; Carr 
et al., 2010; Carr et al., 2012; Giraldo et al., 2012; Garcés et 
al., 2013a; Garcés et al., 2013b; Giraldo et al., 2013), aunque 
aún no es suficiente para realizar una valoración adecuada 
de su vulnerabilidad, siendo catalogada como una especie 
con Datos Deficiente (DD) a nivel local (Castaño-Mora y 
Medem, 2002) y como Casi Amenazada (NT) a nivel global 
(IUCN, 2013) debido a su distribución geográfica restringida 
(Ippi y Flores, 2001; Carr et al., 2012).
De acuerdo con Carr et al., (2012), Giraldo et al., (2012) y 
Garcés–Restrepo et al., (2013a), la población más grande 
de R. nasuta que ha sido registrada hasta el momento se 
encuentra en Isla Palma (Bahía Málaga,Valle de Cauca), y 
por su carácter insular, es una población que tiene un mayor 
nivel de endemismo, condición que reduce sustancialmente 
componentes de valor adaptativo e incrementa el riesgo 
de extinción local (Frankham, 1995; Eldridge et al., 1999; 
Castaño-Mora y Medem, 2002; Rueda et al., 2002; Sax y 
Gaines, 2008). En este contexto, realizar la caracterización 
de la diversidad genética de esta especie endémica de 
Colombia se podría convertir, en el corto plazo, en una 
herramienta muy efectiva para la detección, priorización y 
solución de problemas de conservación, e incluso podría 
servir como elemento para definirla como una unidad de 
manejo priorizado para el recientemente declarado PNN 
Uramba en Bahía Málaga – Valle del Cauca (MAVDT, 2010).
Con el propósito de generar una herramienta práctica que 
permita fortalecer acciones futuras de manejo, en el presente 
trabajo se establecen las frecuencias alélicas de tres sistemas 
de microsátelites en la población de R. nasuta de Isla Palma 
y se analiza el grado de variación genética intrapoblacional 
considerando como unidad de muestreo los riachuelos de 
esta localidad. Para este fin, se recolectaron entre el año 
2007 y 2008, diez muestras de sangre periférica (entre 100 
μl y 200 μl) de especímenes de R. nasuta provenientes de 
cinco riachuelos de Isla Palma (Fig. 1). Las muestras fueron 
almacenadas inmediatamente en tubos de 1,5 mL con 
una solución de EDTA 0,5 M, rotuladas con el número de 
identidad asignado a la tortuga, el sexo y el sitio de origen, y 
preservadas en frio hasta su procesamiento en el laboratorio 
de Genética Molecular Humana de la Universidad del Valle. 
Los especímenes utilizados fueron obtenidos durante el 
desarrollo del programa de monitoreo de la población de R. 
nasuta de Isla Palma que adelantó el grupo de investigación 
en Ecología Animal de la Universidad del Valle con la 
autorización de la Dirección General Marítima de Colombia 
– DIMAR, autoridad nacional que administró exclusivamente 
esta localidad hasta el año 2010.
Para extraer el ADN se utilizó el método de salting out (Hillis 
et al., 1996), modificado, cuando el volumen de muestra 
disponible fue mayor 100 µL (y no presentaba coagulación), 
y el método de Chelex 100 (Walsh et al., 1991) cuando el 
volumen de muestra disponible fue menor a 100 µL y la 
muestra estaba coagulada. Para el método de salting out, se 
tomaron entre 20 a 50 µl de muestra en tubos vacutainer 
de 1.5 ml y se realizó la lisis de los elementos figurados. 
Posteriormente se degradaron las proteínas con proteinasa K 
y se precipitó el ADN saturado con sales mediante la adición 
de etanol frío (Hillis et al., 1996, Thomson et al., 2006). El 
ADN obtenido fue diluido en bruffer TE y almacenado a 
4°C listo para ser usado. Para la extracción de ADN por el 
método de Chelex, se adicionaron 3 µl de muestra a 1 ml 
de agua destilada resuspendiendo el botón en una solución 
de Chelex 100 al 5 % hasta lograr un volumen de 200 µl. 
La solución se incubó (56 °C por 3 min) y se centrifugó 
(10.000 rpm) hasta obtener el botón de Chelex.
Se estandarizaron las condiciones de amplificación de los 
tres sistemas de STR’s (Cm3, Cm58 y Cm72) previamente 
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descritos por Fitzsimmons et al., (1995) para Chelonia mydas, 
y probados por Mühlmann-Diaz et al., (2001) en la tortuga 
dulceacuícola Trachemys scripta. Para la selección de estos 
STR’s se tuvo en cuenta los índices de heterocigosidad más 
altos reportados en la literatura, utilizando como cebadores 
para Cm3 F: 5-AATACTACCATGAGATGGGATGTG-3´ 
y R: 5´-ATTCTTTTCTCCATAAACAAGGCC-3´; para 
Cm58 F: 5´-GCCTGCAGTACACTCGGTATTTAT-3´y 
R: 5´-TCAATGAAAGTGACAGGATGTACC-3´ y para 
Cm72 F: 5-CTATAAGGAGAAAGCGTTAAGACA-3´ y R: 
5´-CCAAATTAGGATTACACAGCCAAC-3. Los diferentes 
fragmentos generados durante la amplificación de la 
PCR fueron detectados en geles de poliacrilamida de alta 
resolución (Ferreira y Grattapaglia, 1998). La visualización 
de las bandas se realizó directamente usando la técnica 
de coloración con nitrato de plata (Santos et al., 1993), 
definiéndose la asignación alélica de los amplificados por 
comparación con los pesos moleculares conocidos del 
marcador de peso molecular, toda vez que los marcadores 
utilizados en esta investigación no están diseñados 
específicamente para R. nasuta.
Se estimó el número de alelos y las frecuencias alélicas 
por locus considerando las muestras de cada uno de los 
riachuelos como una muestra independiente. Se realizó el 
cálculo de las heterocigosidades observadas y esperadas 
por locus para cada uno de los ríos muestreados, 
estableciendo las diferencias estadísticas contra las 
frecuencias esperadas según el modelo del equilibrio de 
Hardy–Weinberg (H–W) mediante la prueba de cadena 
aleatoria de Markov (Guo y Thompson, 1992) utilizando el 
programa ARLEQUIN versión 3.0 (Excoffier et al., 2005). Se 
calculó la heterocigosidad insesgada (He) de Mayr (1978), 
como 𝐻𝐻𝑒𝑒 =  𝑛𝑛 (𝑛𝑛 − 1)⁄ (1 −∑𝑝𝑝𝑖𝑖2) , donde n es el tamaño de la 
muestra y el p
i
 es la frecuencia del alelo i. Adicionalmente se 
estimó el número efectivo de alelos (Ae) en cada uno de los 
loci como: 𝐴𝐴𝐴𝐴 = 1 ∑𝑝𝑝𝑖𝑖2⁄  
Se utilizaron los estimadores F de Wright (1950) para 
calcular el coeficiente de endogamia (Fst) y se realizó un 
Figura 1. Ubicación de Isla Palma en la costa Pacífica colombiana 
indicando la posición de los cinco ríos utilizados en esta investigación.
Tabla 1. Características generales de los tres loci de microsatélites examinados en Rhinoclemmys nasuta de Isla Palma.
Microsatélites 
(STR’s)
Temperatura 
de annealing
Número de 
alelos
Pares de bases 
de alelos (pb)
Frecuencia alélicas estimadas en cada río
Rojo Carr Espinoso Jacuzzi Punta Brava
Cm72 52 °C 1 234 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Cm3 62 °C 2
118
122
0,82
0,18
0,95
0,05
0,80
0,20
0,90
0,10
0,85
0,15
Cm58 52 °C 6
140
142
144
146
148
150
0,20
0,40
0,00
0,28
0,12
0,00
0,10
0,28
0,30
0,20
0,12
0,00
0,20
0,30
0,10
0,20
0,20
0,00
0,10
0,15
0,52
0,20
0,00
0,03
0,10
0,30
0,30
0,10
0,00
0,20
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análisis de varianza molecular (AMOVA) con el propósito de 
evaluar la presencia de una estructura genética diferencial 
entre ríos utilizando el programa ARLEQUIN v3.0 (Excoffier 
et al., 2005). Para saber la relevancia de la información 
de los sistemas de microsatélites evaluados, se estimó 
el contenido de información polimórfica (PIC) como: 
 
 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 = (1−∑ 𝑝𝑝𝑖𝑖2𝑛𝑛𝑖𝑖=1 ) − (∑ ∑ 2𝑝𝑝𝑖𝑖2𝑝𝑝𝑗𝑗2𝑛𝑛
𝑗𝑗=𝑖𝑖+1
𝑛𝑛−1
𝑖𝑖=1
) 
 donde n representa el número de alelos presentes en el locus, 
P
i
 y P
j 
son las frecuencias alélicas (Xin-Sheng et al., 2008).
Con los métodos de extracción utilizados se logró obtener 
ADN en una concentración suficiente para amplificar los 
tres sistemas microsatélites, incluso a partir de muestras 
coaguladas. El sistema Cm72 fue monomórfico, conteniendo 
un solo alelo de 234 pb, mientras que los sistemas Cm3 y 
Cm58 fueron polimórficos, conteniendo dos y seis alelos 
respectivamente (Tabla 1). El índice de polimorfismo (PIC) 
sólo se estimó para los sistemas Cm58 y Cm3, encontrando 
que el sistema Cm58 fue altamente polimórfico (PIC = 
0,765), mientras que el sistema Cm3 (PIC = 0,201) fue 
poco polimórfico (Tabla 2). Al evaluar el número efectivo 
de alelos para cada uno de los sistemas, se encontró que el 
sistema Cm58 presentó el mayor número efectivo de alelos 
que pasará a las siguientes generaciones, con cerca de cinco 
(Tabla 2), siendo el sistema que tendrá más posibilidades 
de conservar su diversidad genética en futuras generaciones, 
mientras que el sistema Cm72 permanecerá efectivamente 
en todas las nuevas generaciones. Es importante destacar 
que la heterocigosidad observada en los dos sistemas de 
STR’s polimórficos fue de solo el 26 % y que aunque el 
sistema Cm3 estuvo en equilibrio H-W, el sistema Cm58, 
que fue el más polimórfico, no estuvo en equilibrio H-W (p < 
0,00485, nivel de confiabilidad > 95 %)(Tabla 2).
No se establecieron los índices de endogamia para el 
sistema Cm72 debido a su carácter monomórfico. En este 
mismo sentido, el bajo nivel de polimorfismo detectado en 
el sistema Cm3 indica que este sistema no sería informativo 
para el análisis genético poblacional de R. nasuta. Por 
otro lado, el sistema Cm58 permitió realizar el análisis de 
endogamia para la población de R. nasuta indicando que 
solamente el 0,08 % de la varianza genética observada se 
debe a diferencias entre los ríos, lo que sugiere que los 
individuos de R. nasuta que habitan en Isla Palma conforman 
una sola población (Tabla 3). Finalmente, los índices de 
fijación sugieren la presencia de un exceso de homocigotos 
tanto para toda la población como en cada uno de los ríos 
(Tabla 3), lo que sugiere que la población de R. nasuta en Isla 
Palma exhibe un alto grado de endogamia.
La utilidad de los microsatélites en el estudio de la variación 
genética de las poblaciones deriva de su herencia biparental 
(exceptuando los cromosomas sexuales), codominancia, 
multialelismo, distribución al azar, alta frecuencia en el 
genoma y su elevado nivel de diversidad alélica debido a las 
altas tasas mutacionales (Chase et al., 1996; Engstrom et al., 
2007). Particularmente para la biología de la conservación, 
el uso de microsatélites como herramienta de análisis ofrece 
la ventaja de ser relativamente fáciles de obtener de manera 
directa a partir del aislamiento de marcadores específicos 
de la especie, con base en una librería de ADN genómico 
(Goldstein y Schlötterer, 1999). Lamentablemente, 
la necesidad de ser aislados de novo se convierte en un 
inconveniente para las especies que son examinadas 
por primera vez, como es el caso de R. nasuta, ya que los 
microsatélites son usualmente encontrados en regiones no 
Tabla 2. Contenido de información genética asociado a cada sistema 
de microsatélites (STR’s) examinados en Rhinoclemmys nasuta de Isla 
Palma. PIC: índice de polimorfismo, Ho: heterocigosidad observada, 
He: heterocigosidad esperada, Hi: heterocigosidad insesgada, Ae: 
número efectivo de alelos.
Sistemas de 
STR’s PIC Ho He Hi Ae
Cm72 - 0 0 0 1
Cm3 0,201 0,26 0,226 0,231 1,292
Cm58 0,698 0,26 0,796 0,812 4,897
Tabla 3. Análisis Molecular de Varianza a partir del sistema Cm58 para la población de R. nasuta. Gl: grados de libertad, SC: suma de cuadrados, 
CV: componente de varianza, PV: porcentaje de variación (%). FST=endogamia entre ríos, FIS= endogamia subpoblaciones , FIT=endogamia total
Fuente de variación gl SC CV PV
Entre ríos 4 2,740 0,00031 0,08
Entre los individuos dentro de los ríos 45 30,550 0,27444 67,81
Dentro de individuos 50 6,500 0,13000 32,12
Total 99 39,790 0,40475
Coeficiente de endogamia
FST=0,0008 p=0,951 DE=0,005
FIS=0,6789 p=0,000*** DE=0,001
FIT=0,6788 p=0,000*** DE=0,001
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codificantes, en donde la tasa de sustitución nucleotídica es 
mayor que en las regiones codificantes (Zane et al., 2002). 
Sin embargo, en genomas animales se han detectado algunas 
regiones flanqueantes altamente conservadas, lo cual 
permite en algunos casos la transferencia de marcadores 
entre especies o entre géneros a partir del uso de cebadores 
heterólogos (Moore et al., 1991; Menotti-Raymond y 
Obrien, 1995; Pepin et al., 1995). Incluso, se han reportado 
algunas de estas regiones en cetáceos (Schlötterer et al., 
1991), tortugas (Avise et al., 1992; FitzSimmons et al., 1995; 
King y Julian, 2004) y peces (Rico et al., 1996), permitiendo 
realizar la amplificación cruzada entre especies que divergen 
en hasta 470 millones de años.
El alto valor de polimorfismo registrado para el sistema 
Cm58 en R. nasuta, lo destaca como un marcador de gran 
utilidad para los estudios de genética de sus poblaciones. 
Por otro lado, la ausencia de polimorfismo en el sistema 
Cm72 y el bajo polimorfismo en el sistema Cm3 indican que 
no se han presentado variaciones o mutaciones que generen 
nuevos alelos en estos loci, por lo tanto, aunque estos 
sistemas hayan sido reportados con un alto polimorfismo 
en otras especies relacionadas filogenéticamente, no 
siempre se puede esperar que se encuentre el mismo 
nivel de polimorfismo. En poblaciones aisladas, como la 
población de R. nasuta de Isla Palma, los niveles de varianza 
genética tienden a ser determinados por la interacción de 
tres factores: la selección natural, la deriva genética y la 
mutación, factores que pueden generar un cambio aleatorio 
en las frecuencias alélicas, provocando la pérdida de la 
heterocigosidad y la eventual fijación de alelos (Ellstrand y 
Elam, 1993). Sin embargo, el riesgo de extinción para estas 
poblaciones se incrementa debido a los efectos combinados 
de los cambios genéticos, medioambientales y demográficos 
(Lande, 1993). En este sentido, si la población mantiene un 
tamaño poblacional constante, y las presiones de selección 
son también constantes, se alcanzará un nivel particular de 
varianza genética bajo un escenario de pseudoequilibrio, en 
donde la pérdida de varianza genética por selección y deriva 
se contrarresta con la incorporación de nueva variación por 
mutación (Lynch, 1996).
De acuerdo con Phillip et al., (2004), la familia Geoemydidae, 
es una de las familias de tortugas continentales más 
grande, diversa y menos estudiada. Estos autores utilizando 
métodos de análisis filogenético establecieron que el género 
Rhinoclemmys conforma uno de los tres principales clados de 
esta familia, e incluso sugieren con base en sus resultados 
una alta posibilidad de hibridación intraespecífica por lo 
que recomiendan fortalecer la revisión taxonómica con base 
en la evidencia disponible, como la generada en la presente 
investigación.
En conclusión la población de R. nasuta en Isla Palma es 
altamente endogámica, probablemente como consecuencia 
de un aumento de consanguinidad y la ausencia de flujo 
génico que podría generar el ingreso de inmigrantes a la 
población (Ellstrand y Elam, 1993). Bajo esta condición, 
el apareamiento entre individuos emparentados o con 
genotipos similares, podría ocasionar a largo plazo una 
disminución en la variabilidad genética y la eventual fijación 
de alelos. Por otra parte, el valor alto del F
IS
 estimado 
para esta población, podría ser un reflejo de un posible 
efecto fundador, que habría provocado la aparición de 
cruces entre una pequeña cantidad de individuos con 
genotipos similares que llegaron a la isla para colonizarla 
o quedaron aislados durante su formación, razón por 
la cual estos genotipos se mantienen en las generaciones 
actuales incrementando la homocigosidad de la población. 
Adicionalmente, no se detectó una estructura poblacional 
definida para esta especie en Isla Palma, conformando los 
grupos de individuos que habitan los diferentes ríos una 
sola población.
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